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ИНАКТИВАЦИЯ АСТИМОВАСПЛД/5 


РЕЕОВОРМЕОМОМТАЕ ФОРМАЛЬДЕГИДОМ 


Введение 
'АсппобасШи; реигорпеитотае явля- 
ется возбудителем актинобациллезной 


плевропневмонии свиней - инфекционно- 
го контагиозного заболевания, характери- 
зующегося септикотоксемией, геморраги- 
ческой и гнойно-некротизирующей пнев- 
монией, а также серозно-фибринозным 
плевритом, перикардитом и артритами. За- 
болевание распространено на территории 
РФ, что создает необходимость его специ- 
фической профилактики [7]. При создании 
инактивированных — антибактериальных 
вакцин главной задачей является получе- 
ние полноценного бактериального сырья, 
качество которого во многом зависит от 
используемого инактиванта. 

Формальдегид — высокореактивное со- 
единение, естественный метаболит кле- 
ток тканей человека и животных [8]. Пре- 
параты формальдегида широко использу- 
ются на практике в виде 0,06-0,5% раство- 
ра как инактивант при производстве анти- 
бактериальных, противовирусных и иных 
иммунобиологических препаратов. Осо- 
бый интерес для науки и практики пред- 
ставляют особенности механизма этого 
явления в отношении бактерий и вирусов 
П, 10, 12]. Однако информация по исполь- 
зованию формальдегида для инактивации 
А. реиторпеитотие скудна. 

Общим признанием пользуется версия 
о том, что основное воздействие формаль- 
дегида распространяется на полинуклео- 
тиды и аминогруппы белка. Аминогруп- 
пы МН,- соединяются с одной или двумя 
молекулами формальдегида, а МН-груп- 
пы только с одной, с образованием внача- 
ле лабильных метилольных производных, 
а затем стабильных метиленовых соедине- 
ний. Реакции формальдегида с белками и 
нуклеиновой кислотой приводят к образо- 
ванию стабильных межмолекулярных по- 


перечных связей между аминокислотами и 
основанием одной или двух нуклеиновых 
кислот. Этот механизм сопровождается 
первичными повреждениями, деспирали- 
зацией и инактивацией нуклеиновых кис- 
лот, существенными конформационными 
изменениями полипептидной цепи, а также 
стабилизацией макроструктуры биополи- 
меров. Одновременно ингибируется ток- 
сичность и стабилизируются антигенные 
и иммуногенные свойства биополимеров, 
что лежит в основе производства иммуно- 
биологических препаратов. Полученные 
препараты, как правило, безвредны, сохра- 
няют высокую антигенность и иммуноген- 
ность и стабильны при длительном хране- 
нии [1, 3, 10, 11,12, 13]. 

Существует иное обоснование меха- 
низма взаимодействия формальдегида с 
ДНК бактерий. По мнению авторов, де- 
градация нуклеиновых кислот происходит 
под действием монометилольных произ- 
водных, которые образуются в результате 
взаимодействия пула свободных аминокис- 
лот с формальдегидом. Образующиеся со- 
единения модифицируют основания ДНК 
в деспирализованных участках бактерий с 
потерей аденина и деградацией нуклеино- 
вых кислот [2,5]. 

Цель работы: изучить процесс инакти- 
вации бактерий АсипоБасШиз реигорпеи- 
тотае формальдегидом и исследовать 
морфологию и ультраструктуру актиноба- 
цилл как основного сырья для изготовле- 
ния вакцин. 

Материалы и методы 

В работе использовали два гетеро- 
логичных в серовариантном отношении 
штамма А. р[еиторпеитотае, получен- 
ных из Американской коллекции типо- 
вых культур (№ 27088 и № 33377) и два ге- 
терологичных в серовариантном отноше- 
нии изолята бактерий А. реиторпеитоп- 
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Рис. 1. Штамм АТСС 27088 
А. р[еитгорпеитотае, х 330001 


Рис. 3. Изолят «Ш-1» 
А. р[еигорпеитотае, х 33000 


ае «Ш-1» и «К-2». 

Культивирование актинобацилл про- 
водили глубинным способом в аппаратах 
АК-210 с использованием в качестве пита- 
тельной среды бульона на основе перевара 
по Хоттингеру с добавлением специфичес- 
ких факторов роста. 

Для работы использовали 39-40% вод- 
ный раствор формальдегида (формалин). 
Инактивацию А. реиторпеитотае прово- 
дили в культуральной среде, при 37° Свре- 
жиме постоянного перемешивания при 60 
об./мин на УВМТ-12-250 (установка выра- 
щивания микроорганизмов термостатиро- 
ванная). 

Концентрацию микробных клеток в 
суспензии определяли оптически (по стан- 
дарту мутности) и/или путем высева деся- 
тикратных разведений на плотные пита- 
тельные среды и выражали в КОЕ. Расчет 
параметров инактивации производили по 
формуле экспоненты: 

х 

Хо 
К - константа скорости инактивации (ч"'); 
{— время инактивации (ч); 

Хо - исходная концентрация ж. м. к. (1 
КОЕ/смз); 


=е, где 


Рис. 2. Штамм АТСС 33377 
А. р[еигорпеитотае, х 33000 


а м 


Рис. 4. Изолят «К-2» 
А. р[еигорпеитотае, х 36600 


Х! - остаточное количество ж. м. к. (1 
КОЕ/см?) 

Морфологию клеток А. реиторпеи- 
тоте до и после инактивации изучали ме- 
тодом прямой электронной микроскопии с 
использованием общепринятой методики 
негативного контрастирования 4% раство- 
ром фосфорно-вольфрамовой кислоты рН 
6,8 [6]. 

Результаты исследований 

Нативные клетки бактерий А. 
Реиторпеитотае представляют собой 
мелкие грамотрицательные неподвижные 
палочки или коккобактерии, которые не 
образуют спор, имеют капсулу и облада- 
ют тропизмом к легочной ткани. Стабиль- 
ная морфология бактериальных клеток 
наблюдается при культивировании с ис- 
пользованием в качестве питательной сре- 
ды бульона на основе перевара по Хоттин- 
геру с добавлением специфических факто- 
ров роста [7] (рис.1 и 2). 

Данные электронной микроскопии от- 
ражают гетерогенность популяции бакте- 
риальных клеток: наряду с эллипсовидны- 
ми, вытянутыми вдоль большой оси (0,5- 
0,7х0,4 мкм) присутствуют клетки, близкие 
к шаровидной форме (0,5-0,4х0,4 мкм). 
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1 2 3 


Время (1), час 


—Х— 0,20% 
—*— 0,30% 


А 5 6 


Рис. 5. Инактивация бактерий АсппоБасШи5 р!еиторпеитотае фор- 
малином 


Рис. 6. Штамм АТСС 27088, после воздействия 
0,4% формалина, х 36600 


При изучении процесса инактивации 
формалин вносили в суспензию клеток ак- 
тинобацилл в объеме 100 см? в количест- 
ве 0,1, 0,2 и 0,4% по объему. Концентрацию 
живых микробных клеток определяли до 
инактивации (Хо), а затем через 30 мин и 
60 мин после внесения инактиванта (Х1). 

На рис. 5 представлены кривые выжи- 
вания бактерий А. реиторпеитотае при 
внесении в бульонную культуру различных 
концентраций формалина, а также кривая 
естественной гибели бактерий в фазе от- 
мирания (ф.о.). 

Результаты исследований показывают, 
что указанные выше концентрации фор- 
малина обеспечивают процесс инактива- 
ции бактерий А. реиторпеитотшае, кото- 
рый идет с постоянной скоростью. При 


ве ыы." 4 


Рис. 7. Штамм АТСС 33377, после воздействия 
0,4% формалина, х 36600 


этом показатель константы скорости ина- 
ктивации (К) составил для 0,1% формали- 
на -0,49 чт, для 0,2% -0,98 чт, для 0,4% -1,86 
ч1, с достоверностью Р<0,05. 

Увеличения объектов, указанные здесь 
и далее на рисунках актинобацилл, соот- 
ветствуют исходным оригиналам фотогра- 
фий, сделанных с помощью электронного 
микроскопа 

Поскольку кривые выживания инакти- 
вируемых микроорганизмов линейны, по- 
лученные показатели К позволяют вести 
расчеты времени инактивации для полу- 
чения тех или иных объемов антигена А. 
Реиторпеитотае с высокой степенью ве- 
роятности. 

Как показано на рис. 5, увеличение кон- 
центрации формалина в 2 раза увеличива- 
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Рис. 8. Изолят «Ш-1», после воздействия 0,4% 
формалина, х 33000 


ло показатель К и, соответственно, сокра- 
щало время инактивации культуры (1) в 
аналогичное количество раз. В этом слу- 
чае можно говорить о том, что процесс 
инактивации формалином является полно- 
стью прогнозируемым процессом. 

С помощью электронной микроско- 
пии изучались клетки, инактивирован- 
ные формалином. Морфология и ультрас- 
труктура клеток А. реиторпеитотеае пос- 
ле воздействия 0,4% формалина представ- 
лена на рис. 6, 7,8 и 9. 

Проведенные нами исследования по- 
казали, что формальдегид имеет ши- 
рокий спектр действия на бактерии А. 
Реигорпеитотае. Необходимо отметить, 
что морфология и ультраструктура акти- 
нобацилл после воздействия 0,1% форма- 
лина сохраняется лучше, чем таковая при 
0,4%. Гетерогенность популяции бактери- 
альных клеток после воздействия фор- 
мальдегида сохраняется. Наряду с эллип- 
совидными клетками с размером по боль- 
шой оси 0,8-1,0 мкм и по малой оси 0,4- 


РЕЗЮМЕ 


Рис. 9. Изолят «К-2», после воздействия 0,4% 
формалина, х 36600 


0,5 мкм в популяции присутствуют клет- 
ки, по форме близкие к шаровидной с диа- 
метром 0,4-0,5 мкм. 

Электронно-микроскопические иссле- 
дования выявили повреждения клеточной 
стенки, выход содержимого в виде извитых 
тяжей и полупрозрачных нитей в окружа- 
ющую клетки среду. На месте разрушен- 
ных оставались «тени», т.е. погибшие, пози- 
тивно окрашенные полупрозрачные клет- 
ки бактерий после воздействия высокой 
дозы инактиванта. Отношение числа пов- 
реждений к общему количеству клеток в 
суспензиях, инактивированных 0,4% фор- 
малина, достигало 10%. 

Выводы 

Концентрация формалина в суспензии 
А. реиторпеитотие 0,1-0,2% по объемно- 
му соотношению обеспечивает быструю 
инактивацию бактериальных клеток без 
существенного нарушения их морфологи- 
ческих параметров. Это позволяет полу- 
чать качественные антигены для изготов- 
ления инактивированных вакцин. 


В работе представлен материал по экспериментальному изучению воздействия формальдегида на 
клетки бактерий АсппоБасШиз реиторпеитотае, инактивация которым позволяет получать качес- 
твенное сырье для изготовления инактивированных вакцин. Низкие концентрации инактиванта в 
микробной суспензии обеспечивают быструю гибель бактерий без нанесения существенного ущер- 
ба морфологии клеток. 


ЗОММАКУ 

ай оп Ше ехрегипеша! 5ш4у оЁРогта]4евуае еНесЕ оп АсппоБасШиу р[еигорпеитощае Басена се 
аге ртуеп ш Ше рарег. ТВе шасйуайоп Бу Гогта!4евуде аПоууз ргодисбоп оЁ ШВ диаШу гау шаеча5 
Гог шапиЁасшге оЁ шасНуаед уасстез. Гоуу сопсепгабоп$ оЁ шасйуат ш писгоа! зибреп$юп ргоу4е 
аигсК Чеа оЁБасена ууНВоцЕ а ри ЯсапЕ датаре 0 сей тогрво0>у. 
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А.В. Потехин, Ф.А. Ширяев, А.А. Рябоконь 
ПАТОЛОГОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
У СВИНЕЙ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 
ГЕМОФИЛЕЗНОМ ПОЛИСЕРОЗИТЕ 


Введение 
Темофилезный полисерозит (болезнь 
Глессера) — инфекционное заболевание 


свиней, характеризующееся септикотоксе- 
мией, серозно-фибринозным воспалением 
перикарда, плевры, брюшины, а также арт- 
ритами и менингоэнцефалитом [2, 3, 6]. За- 
болевание вызывают бактерии семейства 
РазеитгеЦасеае, рода Наеторй!из, вида Н. 
рагазиш5. емофилезный полисерозит регис- 
трируется во всех странах мира, в том чис- 
ле и на территории России. Болезнь Глессе- 
ра исторически рассматривали как спора- 
дическую инфекцию поросят, связанную с 
воздействием на организм стрессовых фак- 
торов. В настоящее время инфекция пред- 
ставляет собой особую угрозу для крупных 
свиноводческих ферм и комплексов, пото- 
му что может распространяться как кон- 
тагиозное заболевание с высокой смерт- 
ностью, поражая свиней всех возрастов без 
очевидной связи с факторами стресса [1, 
7]. Развитие данной ситуации определяет- 
ся главным образом заносом в стадо одно- 
го или нескольких вирулентных штаммов 
возбудителя. Заболеваемость среди сви- 
ней на доращивании может достигать 75%, 
а смертность — 50%. К инфекции наиболее 
восприимчив молодняк в возрасте от 2 до 4 
месяцев и особенно поросята через 2-3 не- 
дели после отъема [1,7 8]. 

Традиционно оценку патогенности 
возбудителя гемофилезного полисерози- 
та проводят методом экспериментального 
заражения свиней. При этом тяжесть па- 


томорфологических изменений и исход за- 
болевания во многом зависят от вирулент- 
ности штамма, дозы и способа заражения. 
При интраназальной и интратрахеальной 
инокуляции бактерий патологические из- 
менения обычно регистрируют только в 
легких, а воспаление брюшины выражено 
слабо или вообще отсутствует [4, 5]. Воз- 
будитель обладает тропизмом к серозным 
оболочкам, в которых развиваются зако- 
номерные и наиболее тяжелые изменения 
в виде фибринозного воспаления. Разви- 
тие дистрофии в паренхиматозных орга- 
нах и центральной нервной системе, а так- 
же расстройство гемодинамики у боль- 
ных животных, являются результатом не 
столько непосредственного действия воз- 
будителя, сколько проявлением реакции 
организма на бактериальный эндотоксин 
Н. рагаби5, а также продуктов распада, об- 
разующихся при воспалительных процес- 
сах. Тем не менее факторы патогенности 
возбудителя гемофилезного полисерози- 
та, играющие первостепенную роль в ге- 
нерализации инфекционного процесса, до 
конца еще не определены и требуют даль- 
нейшего изучения [1,6]. 

Целью данной работы было изучение 
патолого-морфологических изменений у 
свиней, зараженных различными дозами 
штамма Я. рагази5 «ИЛ-1>. 

Материалы и методы 

В работе использовали штамм Н. 
рагазш «ИЛ-1», выделенный из патологи- 
ческого материала (легкое, экссудат груд- 
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